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(57) Abstract 

The invention relates to plasmids and DNA sequences having the nucleotide sequences illustrated in figure (1) or (4) and to the use 
thereof. 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft Plasmide bzw. DNA-Sequenzen mit den in den Abbiidungen (1) Oder (4) dargestellten Nucleotidfolgen und 
deren Verwendung. 
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Baktertelle Plasmide 

Die Erfindung betrifft bakterielle Plasmide. 

5 Plasmide sind kleine, extrachromosomaie, meist zirkulare und selbstandig 
replizierende DNA-Molekiile, die in fast alien Bakterien und auch in einigen 
Eukaryonten sowie in den Mitochondrien vorkommen. Die GroGe der 
Plasmide variiert zwisclien etwa 1,5 bis 300 kb. 

!0 Bakterielle Plasmide sind in der Regel zirkular. kovaient gesclilossen und 
supercoiled. Haufig tragen sie Resistenzgene gegen Antibiotika oder 
Schwermetalle, Gene fur die Metabolisierung untypischer Substrate oder 
Gene fur eine Reihe von artspezifischen Charakteristika, wie metabolische 
Eigenschaften oder Virulenzfaktoren. Manche Plasmide kbnnen von einer 

15 Zelle in eine andere Zelle iibertragen werden. Da die Pathogenitat von Bak- 
terien nach heutiger Ansicht zum Teil auch durch die Eigenschaften der 
Plasmide bedingt ist, besteht zuneiimend ein groSeres Interesse an der Auf- 
klarung der Eigenschaften der Piasmid-DNA. 

20 Von der Familie der Enterobacteriaceae, zu der 14 Hauptgattungen und 6 
vs^eiiere Gattungen gehoren, ist bekannt, daR diese unterschiedliche Eigen- 
schaften ausbilden konnen. Typische Beispiele sind Escherichia, Salmonella 
und Klebsiella. Escherichia coti (E. coli) ist das klassische Objekt der Bakte- 
riengenetik. Erst die Entdeckung und Charakterisierung verschiedener Viru- 

25 lenzfaktoren von E. coli ermoglichte es, allgemein zufriedenstellende Erkla- 
rungen dafur zu finden, daB Stamme dieser Art eine zum Teil extrem 
unterschiedliche Human- bzw. Tierpathogenitat aufweisen, die von Aviru- 
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lenz bis hochgradiger Virulenz, wie im Falle der sich neuerdings 
ausbreitenden als „EHEC" benannten Variante, reicht. So sind sowohl fiir 
extraintestinale als auch fiir intestinale E.-coli-Stamme bereits eine Reihe von 
Virulenzfaktoren beschrieben worden, die zum Teil gut charalcterisiert sind. 
5 Fur pathogene E.-coli-Stamme der Sero-Gruppe 06:K5 wurden 
Virulenzfaktoren wie z.B. Haemolysine und P-Fimbrienadhasine gefunden, 
die nachweislich bei apathogenen Vertretem dieser Sero-Gruppe nicht 
auftreten. 

10 Virulenzgene werden bei Enterobakterien in der Regel auf groSen Piasmiden 
(ca. 60 kb) gefunden. Es gibt aber auch Enterobakterien mit kleinen, 
sogenannten kryptischen Piasmiden, deren Funktion bisher noch nicht sicher 
bestimmt werden konnte. 

15 Da bekannt ist, daS im Falle von E. coli Virulenzfaktoren zumindest teilweise 
auch in den Genen der Plasmide vorhanden sind, besteht daher ein Bedarf 
nach weiteren Untersuchungen zur Auffindung und Charakterisierung von 
Piasmiden bei Enterobakterien und insbesondere Escherichia, um z.B. die 
Diagnose- und Therapiemoglichkeiten bei Erkrankungen nach Infektionen 

20 mit Enterobakterien zu verbessem. Die Plasmide bzw. ihre bakteriellen 
Trager oder entsprechende synthetisierte DNA konnen in der mikrobiolo- 
gischen Analytik oder Diagnostik, medizinisch in der Therapie oder Pro- 
phylaxe und auch zu ernahrungsphysiologischen oder probiotischen 
Zwecken Verwendung finden. Daruber hinaus sind Plasmide, und zwar 

25 insbesondere solche von E. coli, bekannte Expressionsvektoren in der 
Gentechnologie, so daS auch aus diesem Grunde ein Interesse an einer ver- 
besserten Kenntnis der Eigenschaften derartiger Plasmide besteht. 
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Dazu wurden molekulargenetische Untersuchungen mit dem E.-coli-Stamm 
DSM 5601 durchgefiihrt. Die von diesem Stamm erhaltenen DNA- 
Sequenzen wurden mit Hilfe von Datenbankprogramnnen einer DNA- 
5 Sequenzanalyse unterzogen und mit bereits vorliegenden DNA-Sequenzen 
anderer Bakterien verglichen. 

Der Stamm DSM 6601 besitzt zwei kleine Plasmide mit einer GroRe von 
3177 bzw. 5552 bp, die als pMUTi bzw. pMUT2 bezeichnet wurden. 

10 

Die DNA des kleineren Plasmids pMUTi wurde nach Restriktionsspaltung 
mit dem Enzym HindWl als lineares Fragment in den Vektor pUCl8 subklo- 
niert, anschlieSend wurde die DNA-Sequenz ermittelt. Diese ist aus der bei- 
gefugten Abbildung 1 ersichtlich. Die so erhaltene DNA-Sequenz wurde 
15 einem Homologievergleich mit der GenEMBL-Datenbank unterzogen; die 
Ergebnisse dieser Gegeniiberstellung ergeben sich aus Abbildung 2. 

Fur diesen Vergleich wurde die H/ndlll-Schnittsteile als Position 1 festgelegt. 
Von der Position 200 bis 800 bp zeigt die DNA des Plasmides pMUTl signi- 
20 fikante Homologien zu verschiedenen Reduplikationsstartstellen (origins of 
replication) anderer enterobakterieller Plasmide, speziell zu den Plasmiden 
NTP1, NTP16 und CloDFlS. Im Bereich von Position 950 bp beginnt eine 
570 bp groSe Homologie zu dem Plasmid NTP16, das ursprCinglich aus 
Salmonella typhimurium isoliert wurde. Diese Homologie umfaBt das mobA- 
25 Gen, welches fur die Mobilisierbarkeit des Plasmides NTP16 notwendig ist 
j sowie einen origin of transfer (oriT). Daruber hinaus wurden von Position 

1790 bis 1920 bp signifikante Homologien zu den Genen parA und cer 
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gefunden, die fOr die S«biii.a und die kontinuierliche Weitergabe und 
Verteilung »on Plasmidmolekulen bei der Zellteilung von Bedeutung sind. 
Far die abrigen DNA-Regionen konme keine signiflkan,e Homolog,e 
identifiziert werden. 

Daraber hinaus wurde die DNA-Sepuenz des Plasmides pMUT1 in eine 
Ar.inos.ure-Sepuenz umgesch.eben und auf das Vorhandensein von o f e- 
nen Leserastern analysiert. Es wurden 6 verschiedene Leserasterm5ghchke.- 
ten untersucht. Es konnten insgesamt 5 offene Leseraster mit einer Gro^e von 

143, 62, 56, 49 und 48 Anninosauren gefunden werden. Eine grarische Dar- 

stellung der Analyse ist in Abbildung 3 gegeben. 



10 



15 



20 



25 



Die DNA des grbBeren Plasn,ides pMUT2 wurde nach Lineansierung m,t 
de.. Res,rik,ionseazyn, Sph. ebenfa.U in den Vek.or pUCIS subklcn.er, und 
anschiieBend voUsUndig sequenzier,. Die DNA-Sequenz -j''' 
Abbildung 4. Die so erhaitene DNA-Sequenz wurde mi. Hilfe des CenEMBL- 
Da,enbankprogran,n,es auf Homologien zu berei. bekann.en DNA-Sec^n- 
zen untersucht. Das Ergebnis is. in Abbildung 5 grafisch darges.elU D.e 
DNA des Piasm,des pMUT2 ze,g. signifikan.e Homologien zur repl.con 
region verschiedene. ColEl-Plasmlde von E. coli in der PosiUon 890 b,s 
,660 bp. Eine wei.ere signifikan.e Homoiog,e zu ColE,-Plasn.,den bef.nde. 
sich in der Region von Position 3800 bis 4950 bp. Hierbei handeU es s,ch 
un, Hotnologien zur Mobi.isationsreglon von ColE,-Plasn,idan. Im Bere^h 
von Position 3770 bis 4980 bp wurden Homologien zu einem Plasm.d des 
Pasteurella^aentolvtica-Stammes A, gefunden. Au, diesem Piasmid befinden 
sich Gene, die bei Pasteurella fiir antimikrobielle Resistenzproteine kodteren. 
Die Homologie ers.reckt sich iedoch iiber den intergenischen Bere.ch, so 
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daS es sich moglicherweise auch um Sequenzen handelt, die fur die Mobil i- 
sierbarkeit des Plasmides notig sind. 

Es wurden zwei Regionen identifiziert, die signifikante Homologien zu ande- 
5 ren enterobakteriellen Plasmiden aufweisen. Dabei handelt es sich um die 
origin-of-replicatton-Regionen und die mob-Regionen, die ftir die Mobilisier- 
barkeit der Plasmide notwendig sind. Fiir pMUT 2 konnte fur die iibrigen 
DNA-Abschnitte keine signifikante Homologie identifiziert werden- 

10 Auch die DNA-Sequenz des Plasmides pMUT2 wurde anschlieRend in eine 
Aminosaure-Sequenz umgeschrieben und auf das Vorhandensein von offe- 
nen Leserastern analysiert. Das Ergebnis ist in Abbildung 3 ebenfalls grafisch 
dargestellt. Es wurden 5 offene Leseraster mit Aminosaure-Sequenzen in der 
GroSenordnung von 327, 318, 264, 76 und 63 Aminosauren gefunden. 

15 

Neben den bisher unbekannten Plasmiden pMUT 1 und pMUT 2 ist auch 
deren Kombination bisher in keinen E.-coli-Stammen oder anderen 
Enterobakterien gefunden worden. 

20 Das Vorkommen der Plasmide steht moglicherweise in Beziehung zu den 
metabolischen und medizinischen und/oder ernahrungsphysiologisch bzw. 
probiotisch nutzbaren Eigenschaften des Stammes DSM 6601. 

Die Untersuchung der Plasmide ermoglicht eine genauere Bestimmung und 
25 Analyse von Enterobakterien und insbesondere der Escherichia-Gruppe. 
Daruber hinaus bieten sich diese Plasmide als unbedenkliche 
Expressionsvektoren fur die Gentechnologie an. 
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im folgenden wird die Erf.ndung anhand der Beispiele naher erlautert: 



5 Beispiel 1: 

Plasmid-lsolierung 

Die Isolierung der Plasmid-DNA erfoigte in Anlehnung an das Verfahren 
Birnboim et al. (Birnboim, A.C. und Doly, J. (1979) Nucl. Acids Res. 7:1513- 
,0 1523 A rapid alkaline extraction procedure for screening recombinant plas- 
mid DNA). 

3 ml LB-Medium werden mit einer Bakterienkolonie beimpft und uber Nacht 
bei 37» C geschuttelt. Diese Kultur wird in einem EppendorfgefaS abzentri- 
fugiert, der Medienruckstand wird mit einer Pipette entfernt. Das Zellsedi- 
ment wird mit 100 Losung I (50 mM Glukose; 10 mM EDTA, pH 8; 25 
mM Tris-HCl, pH 8) resuspendiert. Nach 5 min Inkubation bei Raumtempe- 
ratur gibt man 200 /.I Losung 11 (0,2 N NaOH; 1 % SDS) dazu, mischt bis 
zum Aufklaren und laftt das EppendorfgefaB weitere 5 min auf Eis stehen. 
Dann fugt man 150 /.I Losung III (3 M Na-Acetat, pH 4,8) hinzu, schuttelt 
kurz bis die chromosomale DNA flockig ausfallt und belaflt den Ansatz 
nochmals 5 min auf Eis. Die ausgefallte chromosomale DNA und die 
Zellreste werden 5 min in der Zentrifuge pelletiert und der Uberstand mit der 
Plasmid-DNA wird in ein neues GefaB (iberfuhrt. Zur Reinigung der Plasmid- 
DNA werden 50 //I Phenol und 150 /yl Chloroform/lsoamylalkohol (24:1) 
zugegeben und nach kurzem Schuttein 2 min abzentrifugiert. Die waSrige 
Phase wird in ein neues GefaB pipettiert. Die Plasmid-DNA wird mit 2 



15 



20 



25 
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Volumina eiskaltem Ethanol ausgefailt und 10 min abzentrifugiert. Das Pellet 
wird mit 70 % Ethanol gewaschen und in der Speedvac getrocknet. Die 
Plasmid-DNA wird in 20 /yl H20bidest resuspendiert und bei -20^C aufbe- 
wahrt. 

5 

Beispiel 2: 

DNA-Sequenzierung 

10 Die DNA-Sequenzierung erfolgte in Aniehnung an das Verfahren von F. 
Sanger et al. (Sanger, F., Nicklen, S. und Coulson, A.R. (1977) Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 74: 5463-5467 DNA sequencing witli chain terminating 
inhibitors) 

15 Die DNA-Sequenzierung erfolgte mit dem T7-Sequenzier-Kit der Firma 
Phamacia LKB. 

Fiir den Denaturierungsschritt werden & fj\ (1,5 bis 2 /;g) Plasmid-DNA 
mit 2 /yl 2 N NaOH gemischt, kurz abzentrifugiert und 10 min bei 
20 Raumtemperatur inkubiert. Die DNA wird mit 3 /j\ 3 M Na-Acetat, pH 

4,8 sowie 7 jj\ H20bidestund 60 /j\ eiskaltem Ethanolabsoiut ^5 min bei -70° 
C gefallt. Die gefallte DNA wird 10 min abzentrifugiert, mit 70 % Etha- 
nol gewaschen und getrocknet. 

25 Fur die Anneal ing-Reaktion wird die denaturierte DNA in 10 //I HjObidest 

suspendiert und mit 2 fj\ Annealing-Puffer und 2 jj\ Primer (40 ng) ge- 
mischt. Der Ansatz wird 20 min bei 37^ C inkubiert, so daB eine Bin- 
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dung des Primers an die Template-DNA erfolgen kann. Der Reaktionsan- 
satz wird 10 min bei Raumtemperatur abgekuhit und dann entweder 
sofort fur die Labelling-Reaktion verwendet oder bei -20° C eingefroren. 
Fur die Label! ing-Reaktion werden 3 jjI Labelling-Mix, 1 //I [a-P^^]dATP 
5 und 2 jjI T7-Polymerase (die T7-Polymerase wurde 1 :5 mit Enzymver- 

dunnungspuffer verdCinnt) in den Anneallng-Reaktionsansatz einpipettiert 
und nach kurzem Mischen 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Wah- 
renddessen werden die fur die Terminationsreaktion bereits vorbereite- 
ten Sequenziermixe (je 1 GefaS mit 2,5 /j\ 'C- 'AS 'T'- und 'C'-Mix 

10 ,,short^) bei 37° C vorgewarmt. Nach Ablauf der Labelling-Reaktion 

werden jeweils 4 //I davon zu den vier Sequenziermixen zugegeben und 
kurz mit der Pipette gemischt. Die Terminationsreaktionen werden 5 min 
bei 37° C inkubiert. Zum Beenden der Terminationsreaktionen werden 
je 5 fjl Stop-Losung zugegeben. Die Ansatze werden nun in einen Inku- 

15 bator mit 95° C Ciberfuhrt, 2 min denaturiert und dann auf Eis gestellt. Je 

2,5 //I der Reaktionen werden auf ein Sequenziergel [25,2 g Harnstoff, 
22 ml H20bidesi/ 6 ml 1 Ox TBE, 10 ml Polyacrylamid (40 %), 2 ml 
Ammoniumpersulfat (16 mg/ml), 60 jj\ TEMED] in der Reihenfolge 'C\ 
'A', T', 'C aufgetragen. Die Eiektrophorese erfolgt bei 40 Watt und 

20 1500 Volt fur 4,5 h. 
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Patentanspruche 

1. Plasmid mit einer in Abb. 1 dargestellten DNA-Sequenz und deren 
Allelvariationen. 

5 

2. Plasmid mit einer in Abb. 4 dargestellten DNA-Sequenz und deren 
Allelvariationen. 

3. DNA-Sequenzen mit oder aus den in Abb. 1 dargestellten 
10 Nucleotidfolgen. 

4. DNA-Sequenzen mit oder aus den in Abb. 4 dargestellten 
Nucleotidfolgen. 

15 5. Verwendung der Plasmide oder DNA-Sequenzen nach Anspruch 1 bis 4 
in der mikrobiologischen Anaiytik und/oder Diagnostik. 

6. Verwendung der Plasmide oder DMA Sequenzen nach Anspruch 1 bis 4 
zu medizinischen und/oder ernahrungsphysiologischen bzw. 

20 probiotischen Zwecken. 

7. Verwendung der Plasmide oder DNA-Sequenzen nach Anspruch 1 bis 4 
als Expressionsvektoren. 
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Abbildung 1 

Hindi I I 

AGCTTTTAGAGCrTGGATACCATGACCCAATGAAGCTACCTCAAAACTTTGAATGATCGA 
1 ^ + + + ^ + 60 

GCGGCyiGGCTAAATGAAATCTTGAGATTCATTCAGTCTCGTCGTAATCTCACTATTGTAA 
61 + + + + + + 120 

AAACGAAAAAACCACCCTGGCAGGTGGTTTTTCGAAGGTTAGTTAATCCTGGCAGATTCT 
121 + + + + + + 180 

CTAACCGTGGTAACAGTCTTGTGCGAGAO^TGTCACaUUlTACTGTCCITO 
181 + + + 4- + 240 

CTCAGTTAGGCCGCCACTTCAAGAACTCTCGTTACATCTCTCGCACATCCnXSCT^ 
241 + + + + + 300 

TGGCCGTTGCCAGTGGCGTTAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTAC 
301 + + + + + 360 

CGGATAAGGCGCCAGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCG 
361 + + + + + + 420 

AACGACCTACACCGAACCTGAGATACCTAACTIGCGTGACGTATGAGAAAGCGCCACGCTT 
421 + + + + + + 480 

CCCGAAGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCAC 
481 + + + + + 540 

GAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCAC 
541 4. + + + + + 600 

CTCTGACTTGAGCGTCG ATTTTTG TGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAAG 
601 + + + + + + 660 

CCTCCCGCGGAGACCCCTTCTTCTGGGATCTTTGTCITTTGCTCAC^^ 
661 + + + + H + 720 

TTTATCCCCCGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGACACCGCTCG 
721 + + + -- + + + 780 

CCGCAGTCGAACGACCGAGCGTAGCGAGTGAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGAGAATTTA 
781 * + + + + 840 

TGTGACATTTTCTCCTTACGCTCCrCTATGCCGTTCTGCATCCTGTCCGGATGCGTTATA 
841 + + + + + + 900 

TCCCGGTAAGATTTTCCGCTTCAAAGCGTGTCTGTATGCTGTTCTGGAGTTCTTCTGCGA 
901 + + + + + + 960 

GTTCGTGCAGTTTCTCACACATGGCGGCCTGTTCGTCGGCATTGAGTGCGTCCAGTTTTT 
961 + + + + + + 1020 

CGAGCAGCGTCAGGCTCTGA CITTTTA TGAATCCCGCCATGTTGAGTACGGCTTGCTGCT 
1021 + + + + + + 1080 

GCTTATTCATCTlTTCGTTTTCTCCGTTCTGTCTGTCATCrGCGTTGTGTGATTATATCG 
1081 + + * + + 1140 
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CGTACCACri T TCGACr G TTTTGCTGCCGCTATTCTGCCGCTTGGCTTl TT GACGGGC^ 
1141 + + + + + 1200 

TTCTGTCAGACAACACTGTCACTGCCAAAAAACTGCCGTGCCnTTGTCGGTAATTCGAGC 
1201 + + + + + + 1260 

TTGCTGACy^GGACAGGATGTGCAATTGTTATACCGCGCy^TACATGCACGCTACT 
1261 + + + + 1- + 1320 

GCCCTGGTCAGGCTTTGCCCCGACACCCATGTCAGATACGGAGCCATGTTTTATGACAAA 
1321 + + + + 1380 

ACGAAGTGGAAGTAATACGCGCAGGCGGGCTATCAGTCGCCCTGTTCGTCTGACGGCAGA 
1381 + + + + + 1440 

AGAAGACCAGGAAATCAGAAAAAGGGCrGCTGAATGCGGCAAGACCGTTTCCGG U 'TT T ^ ^ 
1441 + + + + + + iSOO 

TCGGGCGGCAGCTCTCGGTAAGAAAGTTAACTCACTGACTGATGATCGGGTACTGAAAGA 
1501 + + + + + + 1560 

AGTTATGAGACTGGGGGCGTTACAGAAAAAACTCTTTATCGACGGCAAGCGTGTCGGGGA 
1561 + + + + + + 1620 

CAGGGAGTATGCGGAGGTGCTGATCGCTATTACGGAGTATCACCGTGCCCTGTTATCCAG 
1621 + + + + + + 1680 

GCTTATGGCAGATTAGCTTCCCGGAGAGAAAACrGTCGAAAACTGACGGTATGAACACCG 
1681 + + + + + + 1740 

TAAGCTCCCAAAGTGATCACCATTCGCTTTCATGCATAGCTATGCAGCGAGCTGAAACGA 
1741 + + + + + + 1800 

TCCTGACGCATCCTTCCTGTTTTTCCGGGGTAAAACATCTCTTTTTGCGGTGTCTCGCGT 
1801 + + + + + + 1860 

CAGAATCGCGTTCAGCGCGTTTCAGTGGTGCGTACAATTAAGGGATTATGGTAAATATAT 
1861 + + + + + + 1920 

GAGCTATGCGATAA CTl T A ACrGTGAAGCGATGAACCCTlTTACAGGCAAAGCCAATTACT 
1921 + + + + + + 1980 

CCTGACAGTGGTTTAGCCAGAAGCAGGGCTACCAAGACCAATGCAATAAGTAATATATCG 
1981 + + + + + + 2040 

TTTTGCTATCGTGCCM'CCGTCGCGCTCAGTTCCATTGTGCTTTTTTAAGCTGTCGTTTT 
2041 + + + + + + 2100 

TCTTACGGTATATACCGGTTTTTTATGGCGTGGTTTCTTAACTTGTTCAGCTACTGATGG 
2101 + + + + 2160 

ACCCATGTATCTAGGTAGTCAACTAGC riWrr AGATCATAAAATATTGCGACCACCAT^ 
2161 + + + + + 2220 

2221 + + + + + 2280 

GATAGCTCTCTGAAO^GTCCGTACAGAAACCCCCATACGTATGGCrrAGACrTTCCATTC^ 
2281 + + + + + 2340 
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CGGATGCGGCCACTCTTGCAAACTCCACCAGTGAACGATCAGGTTAAGTAGTGTGTTAAA 
2341 -»• + + + + + 2400 

GGCCACTGAAGTTAGCTTTTTCTCGTTTTGTATAAAAAACAATACGGTAGGCACTGCTGT 
2401 + + + + + + 2460 

CCAGCCAAGAGACAAACCGCCAGCTTTCCATTTATTCTTAACGGAGTAAGTCATTGATCT 
2461 + + + + + + 2520 

TCCTAAGCCCCaU^AATATTTAAAGTATATATTATATGTATATTCATATGAATAGGGTGAC 
2521 + + + + + + 2580 

ACTGGCGCCATTATTGTGCAACCAAAAAAGACTACTCTGAAAACGAGGAAAAGA T T T TT^ 
2581 + + + + + + 2640 

CCTGCCTGAATTAGATACGGAGTTAGCGATATGAAAACCGAACAACGTCATGATCTTGTT 
2641 + + + + + 2700 

AAAGATATTGAGGTTTTTGGCGTATCCTTGTCTCTGTTGATTTCCAGAGCGAATGAGAAG 
2701 + T + + + 4- + 2760 

TCTGTTACAATGCCATCTGGTCTAAGTCGGGAGCAGAGAAGAGCATGGGCAGCGGAGCAG 
2761 + + + -t- -K + 2820 

GCGCGCAAAATCCACAATTGAATATTGTCTCATTCTCTGAGACCTTCAACCTTTATTACA 
2821 + + + + + + 2880 

CATCCAGATATTCTGCAAAAACACTCGATAAAATCGATGATTTCATTGAGCATTTTGAAA 
2881 + + + + + + 2940 

AATACAATCTCTTTGGCGATCCTTTAAAAGGATATCCAGCTTGGACTGGCAAAGTATCGC 
2941 + + + + + 3000 

CATCGTGGAAAGTGCCTGATCATTACGAAAACAAAGAAGCTATTGAGAAGTATGCTAGAG 
3001 + + + + + + 3060 

CTAACAAATTATGGCy^TGCTCATTTAGGCGATCCGGTTTTTAAAGATACGTTTCATGGGA 
3061 + + + + + + 3120 

AATACAAGGTTTCTGACTGGGTTATTCATTTCCAGCGGCTGACACCGAACCATATAA 
3121 + + + + + 3177 

Abb. 1: Darstellung der Nukleotidsequenz des etwa 3 kb grofien Plasmides pMUTl des 
Stammes DSM 660 L 



9844134A2J_ > 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 




ERSATZBLATT (REGEL 26) 



BNSOOCIO. <WO 98441 34A2J.> 



wo 98/44134 




ERSATZBLATT (REGEL 26) 



BNS(50CID: <WO 98441 34A2J_> 



wo 98/44134 6/11 PCT/EP98/01720 

Abbildung 4 

ATCTCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCTCAAGGCCTGACAACCCTGTCGTTTTTCGCCAA 
1 + + ^. + ^. 60 

CTCCTGCGAGGTAACCTCGAACATGCGCTGTAAGTTGGCGTAGCTGTCCTGCCACGCTT 
61 ^ + + 4. + + 120 

GCTGCTGTTGTTCGTAGTGCCTCTGTAAGCTCTCTAATGCGCTCAGAAGCTGCTGCTCC:^ 
121 + + + + + + 180 

TTTCGGTCATGAATCTCTTCACCCTGATAGATAAAACCGCCCAGAATCGATTCTGTGGCG 
181 + + + + + + 240 

TCTGATGAGGTTATTTGGCGCTGTACTTGATGACCTGACGATGTTGAGCGTTCTTGTACT 
241 + + + + + + 300 

CGTCGATCTTCTTCGCCCCCTGCGGAAGGATCAGGTAATACyVCGCTCTTGTTCTTGGAAT 
301 + + + + + + 360 

CGTGAATTATCGATACGCCGGCTCCGGTCTGGCTCTTTAAGTCCTGCAGGATCTGGCTCT 
361 + + + + + + 420 

GCTCGCTGATTTCGTTCTGGCGTTCGACCACGATAGTCCCGAGATACCAAGCTACTCCAA 
421 + + + + + + 480 

TCAATATCGCAAACAGGATCCCACTTAATGCCAGGCTGTACAGCCATGTCATTCCGACTA 
481 + + + + + + 540 

AGCGGTGTATCTGTTTTAGCTGGCTGTCGTTCTCTTCTTGGATAGCGGTCTGTATGTTCC 
541 + + + + + + 600 

CTGAGCTTAATTTCAAGGCCTCGGTGATACGTTTCTCGTGCTTCTCGaAATGCGTTCGCG 
601 r+ ■+ + + + + 660 

ACGCTCGTTGCGGTAGTCTTGGCTTGCTG . CTTCGATTTGCTCTCGAACTCCCGCGCTAA 
661 + + + + + + 720 

ATTTAAAATCTCGCTCATACAGCACTCCTTTTAAGCGAATATTCGGGCCACCTGCCGGAT 
721 + + + + + + 780 

CAGCAATACTGATACTGGATTTGGTTTCCCGTACGACCGACAATCCGGCATCGGTAAGGT 
781 - + + + + + + 840 

GGGA7UVTCACCCCTTTACGATCCGTAATTTCTCCCTGCTCAATCAAGCTGATTAGCCCTT 
841 + + + + + + 900 

TGGTAATGGCITCCGCTGCCTGCTGTTTGTTGCGAGGAAGGTCyiTTAGAGGGGGTTAATG 
901 + + + + + + 960 

CTCGGCGATTAGCAGGGTCATTCGGGTCGCGTAACCCAAGCCGGTCATTGGTGAGGGTTT 
961 + + + -»■ + 1020 

GCCATGCGTTAACACGAGGCCGGTCAGCCCGATCAAAGTAAGGTTGTAGCCGTTTTCCGC 
1021 + + + + + + 1080 

TCTGCAATTCGATGTTCGGGATAACAAAATTCAATTCAAGACGCCCTTTGTCCTGATGTT 
1081 + + + + + 1140 

GAACCCAGAGGCAGGCATACTGGTCTTTATCTAGACCGGTCATCAATGTCTGCTCCCATT 
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1141 + + 4. + ^ ^ ^200 

CATCOVTCAATCGCTGCTTTTCGCCTTCGGGTAAATCACTCTCCTGAAAAGAGAGCACGC 
- * - * * * * 1260 

CAGAGGTATAAGTTCGGGCAAATTCGCAG . CATCAATCAGCTCTTTGACGTGCTCAGGGT 

* - * — * * 1320 

TACCCCGTAAOVCCGTCGCTTGTTCGCGCTGACGATC^GGGCCCAGAAGGTAATCGACAG 
"21 ^ -H- — ^ 1380 

GACCACrCCCGCO^CCGGCACCACGACCyVTGAATCCrrrAACGATCACGATGTTGCT 

* * ^ — 1440 

CAGtTCGGCAAGATGtTGGTCAATGCTATTGAGCACCGCTAACAACGACACCCGTTCTTG 
1441 + + 4- ^ ^ ^ 2.500 

CGGCGGTAAGCCATGCTGATTCAAGTAACGGGCTATTTGATTGAGGTTATTACCGATCCC 
— ..-.^ ^ ^ ^ -LSg^j 

GCTGACCTGACGTAACAAGGTCGGGTCTACGGTaAGGtTAGCGGACGACGcCCGAGCTGT 
1561 + + + + + ^ 1520 

ACGCGATTCGCCTAAGCCAACGGCTCGTAACCACTCGGCC^AATGCTrrACGGTCaiCAGCG 

1621 + -K + ^ ^. ^ J^gQQ 

TTCAAGTAGCCGCTGATGCTCCGCTTCGGTGAGTCTGATTTTGAT CTCTTT GGTGCGCTT 
1681 ^ ^ ^ 

TTCCATGAGAATCCGCTGAGAAAGTTTCGCACCCAAAGTGCGAATTTTCGCAGTGGATGC 
1741 + + + + ^ ^ 3^3QQ 

AAGGGGTTTCGGGGGGCGGCGAGCCCCCTGAAACAGTCACAGACGGCACCTCGAAGAgGG 
1801 + -K- — + + + + I860 
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TGCTTAAGTCAACAAATCCCTTAAAACGAGTGGACATATTGTTAACAAAATCAGTGGCAG 
2341 + + + + + 2400 

CATTTTTTATCCATGCTTTATAGCCAAAAAAACGCTCGAAAACATTTTGGTCGTAGATAA 
2401 + + + + + + 2460 

ATACCGTATCGCCAGCAAAAACAAGAGATGCCTTACCATCAATAGAAATCATATCTTGAT 
2461 + + + + + + 2520 

CTACTCGAGATAGTTCTTTTTTGCTAAACCCATAAAAATTATTTTTCTTTCTTGATAAGT 
2521 -t- -h + + + + 2580 

TTTGAACTGGATATTGCTTCTTGTATATGGTTATACAATTGTCGTCATTATTCTTACTCA 
2581 + -h + + + + 2640 

AAACGAAAATGATTGAGTCAACTTTTGATATTAGATCCACACTGTCAAAATCAACAATTG 
2641 + + + + + 2700 

GGATATTTTCATTGCCATCACCACCAAACCCAGCATCAAACACAATGCCAGTCAGAAACT 
2701 + + + + ^ + 2760 

TCATTTGCTCATTATCATACTGCrCAGCATCATTTAAAAATGAAATGGTGTTGGTGCGGT 
2761 + + + -K + + 2820 

CACTTAGTGTATTAACATCTGATACTATCACAACCCGATTTTCTAAATCAGATATAGTTT 
2821 + - + + + + + 2880 

TCTTTATCACATTATCAATAATGGACTGTTTTAGCTCACTGTCATTTTTAAGGATGGCAA 
2881 + + + + + + 2940 

TTTTATAGCTAAAAGAGTCCTTAGCACCCGCTTTACCTTTATTTTTA 
2941 + + + + + + 3000 

TGTGCAATGTAACATCGTTAATATCACAATCAAAATGCTTATACAGTTCTAAAAGCTCTT 
3001 + + + + + + 3060 

GTGCTTTTtCTTCATTATGCTCCAAAGCATCAAGATCTtAAGGCATCGTCACTCATCATC 
3061 + + + ^ -+ + 3120 

ATTCCTCTATGATTTTTTtCGCGAACGTTAAATAaTCATCATGATTTATAaCTCTGATAA 
3121 + + + + + + 3180 

AATCATTTTCTTTTATTAAATCTTTAGATAAAACTATCAAACTCACCGTCITGCGTTT^ 
3181 + + + + + + 3240 

tCCCTTCCATTAGCTACCACACTGTAAGTAATCTTATAGGCAGAAACATTAAATAATGAC 
3241 — t + + + + 3300 

AATGTTGGGTTGCAGTGAATTCTTTTTGTTTTGATGTGCAAAAAACCGACGATAATCAAA 
3301 + + + + + + 3360 

ACAAACAAAAAATTAACTATATTTGATGGTTTGCTTAAATCAGTAAAGA 
3361 + + + + + + 3420 

ATGTACGTTGATAAAAAAGAAAGATACTCACCGGATTCTTTTTTACATGAAACGACCTTT 
3421 + + + + + + 3480 

AACTTTCTTGACACCGCACCGGAGTCTAAGTTTTTCAAAACCCATCGATACCAAATGTAT 
3481 + + + + 3540 
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GTATAAGAACAAGTTAAAATCAAAGCCCcGCAGATCACTGACCTC^TACAGAAAATGTT 
3541 + + + + + + 3600 

AATCTGCTATTTGAATAGTCGAGTACGCATTGAAATTTTCCATCCGCGCCAGAACACGAA 
3601 + + ^ + + + 3660 

GACATGGCCTTATCTAAAACAGACCATACGTTATCAATACCAGAAAAATATATTGTTATC 
3661 + + + + + + 3720 

GGTATaAAATAAAAACAACATTGATAAGAGATACATTCTAATTTTCATTTTTGTAAAATT 
3721 + + + + + + 3780 

TCCTGTACCACGTTGATCTACTTATTCCTAAAGAAATCCATTCTCCATCTCTAACTTTCG 
3781 + + + 3840 

GCCTTCCACCACCAGAGCT T TTTTTTCCACGTTGACGCTGAATTTCAGAAGTATGTGTTT 
3841 + + + + + + 3900 

GTTTAACATACTCTTCAAAGCCAAGCrCTGTAAGGTTCTTACTTGTCCACTTAGCCACAC 
3901 + + + + + 3960 

TTTTAGCAATTCCCATGACTTCGTTCTCGTCTAAAGGTGCGGAGAACTGCAGGTTGTAGG 
3961 + + + + + 4020 

CTTTAGCGCGTTCAATGCAGGCTTGTAGCCATTGGTCATACTGCGGCCAGCCTTGGCGGA 
4021 + + + + + 4080 

TAGCGCGGTAAGCCCACTTGCGGGTTTTATCGAAGAGGGTGCAGTTACGGCCTAAACCGT 
4081 + + + + + + 4140 

AGTCCGGCAGGATTTCGCGGTCATTGgCTGCGCCAAGGTCGAGGTAATCGGCTAACCAGT 
4141 + + + + + 4200 

CAAGGGTATAGAGCTCTGGCTGCCAGACGGTGATCTGCCAGTGCAGGTGGTTCGGATTCT 
4201 + + + + + + 4260 

TGCAAATTAGCCCTGAATACCCCGCATCrGCGCCCAA T T TTTTA CGCAGCGCAT 
4261 + + + + + - -+ 4320 

TGGCGGCGGCGTATTTAAGGGGGGCAGCTCGACCATCCGGCGCGGTACGTACCGCCGTAT 
4321 + + + + + + 4380 

GCAAGGCATACAACAGGTGAGCATGTCCGTTCTCGGGGTTTTTGATGGTGAGTGTGGGCG 
4381 + + + + 4440 

CAGGTGCCCCCAGATCGGCCCAATCAATCGCGGCTCCGGCTCtGTCCACGTCAAAGCAAA 
4441 + + + + + + 4500 

GCCAGTACATGGCGTGAGGCTGATTAAACTGGATGTATTTTGCGAGGAGAGCACGcluTT 
4501 + + + + + + 4560 

TACCGGCAATGCGAACACCAAACTGTAAATCATCGGAGAAGTACGGCTTGTGGGGTAACC 
4551 ^ + + + + + 4620 

GGTCGTTAAAAAGCGTTAAAGCCTGATTATCCAAGGCTCCCAGCCTTATGGCGGGGCTGT 
4621 + + + + ■•■ 4680 
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TGTTTTGCACGCTGCATGTGCTAATATCCTTTCTAGGTTTCGACCTAGCCCTGAATGTCA 
4681 + + + + + 4740 

TGTCCGCTCGCCAAAGTAGAGCATGATTTCGGGGCTTTGTTTTTTCTGCCACTAAGTTAC 
4741 4- + + -»- + + 4800 

ACCTCAACAACGGTTTTTGT(:y^TCCCCGACyua*CCGTTATTCCTGCriT 
4801 + + + + + + 4860 

CTTTACGCTCy^TACrACTTCTTGTAGATACACTTGTCACrACATCAAGAGGTGAGATGAT 
4861 + + + + + + 4920 

GGCCACGATTAATATTCGGATCGATGACGAGCTGAAAAGCCGCTCTTATGCCGCACTGGA 
4921 + + + + 4980 

AAAGCTGGGCGTAACGCCGTCCGAGGTTCTGCGCCAAACACTGGAATATGTGGCCCAAAG 
4981 + + -+ + + 5040 

CGGACGTTTGCCGTTCCAGCAGGTTTTGCTGACCGAGGATGATGCCGATTTGATGGCTAT 
5041 + + + + + + 5100 

CGTTCGGGATCGTCTGGAAAACCCACAGGCGGGGCGTAAAGGTGTCACTGGATGAGCTAT 
5101 + + + + + + 5160 

AACCnTGAATTTGATCCCCGAGCCCTGAAGAAGGAATGGCGCAAGCTCGGGGATGATGTC 
5161 + -f- - —I- + + + 5220 

CGTCTGCAGTTCAAGAAAAAACTCGAGCAGGTTCTACAACACCCCGCGGATCGATAAAAA 
5221 + + + + + + 5280 

TCGCCTGCGAGAGCTGCATGACTGCTACAAAATCAAGCTCCGTGCATCCGGTTATCGCTT 
5281 + -+ + .+ + 5340 

GGTCTATCy^GGTTCGCGATCAAACO^TTACGGTATTCGTGGTGGCGGTCGGTAAGGGC 
5341 + + -+ H- + -+ 5400 

GAGCGTTCTGCCGCTTACGATGCGGCCCGATAAACGCTTATAAACTCATGCCGTCACCGC 
5401 + + + + + 5460 

GAGAATACCGCTGTTCGTGCGCTTGGCTAATTGCTCCAAGCGGCGCAGTGTTGTGTTTAA 
5461 + 4- - + + + + 5520 

GCTCrCGACTTCGTGCGCCAAGCCGGTGACTT 
5521 ^ + 5552 



Abb. 4: Darstellung der Nukleotidsequenz des etwa 5 kb grofien Plasmides pMUT2 des 
Stammes DSM 6601. 
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Box I Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 1 of first sheet) 



This intemaiional search report has not been established inrespect of certain claims under Article 1 7(2)(a) for the following reasons: 
nn ClaimsNos.: 

^ because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely: 

Although Claim 6 relates to a method for treatment of the human or animal body, the search 
was carried out and was based on the cited effects of the conq)ound/composition. 

2. [ I ClaimsNos.: 

because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such 
an extent that no meaningful international search can be carried out, specifically: 



3. rn ClaimsNos.: 

because they are dependent claims and are not drafted in accordance ^dth the second and third sentences of Rule 6 .4(a). 



Box n Observations where unit>' of invention is lacking (Continuation of item 2 of first sheet) 



This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows: 



See Supplemental Sheet 



1 . I ^ I As all required additional search fees were timely paid by the apphcant, this international search report covers all 

searchable claims. 

2. [ I As all searchable claims could be searched without effoitjustifyirig an additioruil fee, this Authohty did not in vit 

of any additional fee. 

3. I j As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report 

covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos. : 



4. r~| No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is 
' restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos. : 



Remark on Protest 



I I The additional search fees were accompanied by the applicant's protest. 
I X I No protest accompanied the payment of additional search fees. 
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The International Searching Authority has found that this international application contains 
several (groups of) inventions, namely: 

1. Claims: 1 and 3 fully, 5-7 in part 

pMUTl plasmid with a DNA sequence represented in Seq. ID 1 and their allele 
variations, use of the plasmid or the DNA sequence in microbiological analysis 
and/or diagnosis for medical and/or nutritional-physiological or probiotic purposes 
and/or as expression vector. 



2. Claims: 2 and 4 fully, 5-7 in part 

pMUT2 plasmid with a DNA sequence represented in Seq. ID 2 and their allele 
variations, use of the plasmid or the DNA sequence in microbiological analysis 
and/or diagnosis for medical and/or nutritional-physiological or probiotic purposes 
and/or as expression vector. 
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INTERNATION 



RECHERCHENBERICHT 



A. KLASSIFIZIERUNG OES ANMELOUN6SGEGENSTANOES 

IPK 6 C12N15/70 C12Q1/68 A61K31/70 



I^^H snales Aktenzeiehen 

|PCT/EP 98/01720 



Nach der Intemationalen Patentklasstfikation <IPK) odar naeh der nationalen Klasstfikation und der IPK 
8. RECHERCHIERTE GEBiETE 



Recharchiarter Mtr>ddS!prufstofi (Klassifikattonssystam und Klassifikationssymbole ) 

IPK 6 C12N C12Q A61K 



Recharchieile aoer nicht zum Mindastprutstoff gahorende V/erbfremtlicnungen, soweii diese unter die recherchierten Gebiete fatten 



Wahrend der intarnationalen Reciierche konsultierte eiektronische Datent>ank (Name der Oatenisank und evtl. verwendete Sucrtiegnfte) 



C. ALS WESENTLtCH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategone"* 


Bezatennung der Vardtlantlicnung, sowail ertoraenicn untar Angaba dar in eatracnt komnmndan Teila 


Botr. Anspruch Nr. 


X 


CANNON, P. M. ET AL. : "Complete 


3,7 




nucleotide sequence and gene organization 




of plasmid NTP16." 






PLASMID, 






Bd. 27, Nr. 3, Mai 1992, Selten 220-30, 






XPQ02085747 




Y 


siehe das ganze Dokument 


5,6 


X 


STIE6LITZ, H. ET AL. : "Identification of 


3,7 




a 2-Md plasmid from Shigella flexneri 




associated with reactive arthritis." 






ARTHRITIS AND RHEUMATISM, 






Bd. 32, Nr. 8, August 1989, Selten 






937-946, XP002085748 




Y 


Siehe das ganze Dokument 
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-/-- 





Wettere Veroffenttichungen sind dar Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



Siehe Anhang Patenttamiiie 



Besondere Kategonen von angegebenen Veroftenttichungen 
"A" Veroffarrtlichung. did den allgemeinan Stand der Tecnnik definiert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

*E" Slteres Dokument. das jedoch erst am odar nach dem tntemationalen 
Anmeldedatum verdffentticht worden ist 

"L" Verbffentlkihung. die geeignet Ist, einen Prioritatsanspruch zwaifeihaft er- 
scheinen zu lassen. Oder durch die das Verbtfentttchungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Verbftentlichung beiegt werdan 
sou Oder dw aus einem anderen beaonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

"O" Verdftentlichung. die sich auf eine mundliche Offenbarung, 

eine Benutzung. eine Aussteltung oder andere MaBnahmen t>ezieht 
"P" Verbffenttkihung. die vor dem tntemationalen Anmeldedatum. aber nach 
dem t>eansprucmen Pnontatsdatum verottentlicW worden ist 



Spatere Veroffenttichung. die nach dem internaiionaJen Anmeldedatum 
Oder dem Pnomatsdatum verdffentticht woroen ist und mrt der 
Anmetdung nicht kotlidiert. sondem nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundetiegenden Prirtzips Oder der ihr zugrundeJiegenden 
Theone angegeben ist 

' Verdtfentlichung von besorKterer Bedeutung: die beanspnichte Erfindung 
kann attain aUgmnd dieser Verbif entiichung nicnt ais neu Oder auf 
eifinderischer TStigkeit beruhend betrachtet warden 

' Verdtfentlichung von t>esonderer Bedeutung: die t)eanspnjctite Erfindung 
kann nicht als auf ertindehscher Tatigkeit berunend taetrachtet 
wefden. wenn die Veroffenttichung mit emer ooer mehreren anderen 
Veroftenttichungen dieeer Kategone in Veibindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Pacnmann naheiiegend ist 

Verdffenttk^hung, die Mitglied derseben Patenttamiiie ist 



Datum des Abschiusses der intemationaien Rectierche 

19. Februar 1999 


Absendedatum des intemationaien Recherctienbenchts 

0 8. 03. 99 


Name und Postanschnft der tntemationalen Racherchenbenorde 
Europatsches Patentamt. P.B. S8t8 Patenttaan2 
NL - 2280 HV Rijswiik 
Tel. (-31 -70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nt. 
Fax: (-^31 -70) 340-3016 


Bevollmachtigter Bediensteter 

Smalt, R 
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tn^^^^Bnaies Aktenzeichen 
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C.(Fortsetzung) ALS WESENTLiCH ANGESEHENE UNTERLAGEN 


Kaiegorie' 


Bezeicnnung der Verotfentlicnung, soweK ertordertich umer Angabe der in Betracnt kommenden Teiie 


Betr. Ansprucri Nr. 


X 


STIRLING, C.J. ET AL.: "The arglnlne 


3.7 




repressor is essential for 






- ,plasmid-stabi 1 izing site-specific 






recombination at the Col El cer locus." 






EMBO JOURNAL, 






Bd. 7, Nr. 13, 1988, Selten 4389-95. 






XP002085749 




Y 


siehe das ganze Dokument 


5,6 




-& DATABASE EMBL - EMPRO 






Entry Pccgl, Acc.No, J01566; M33100, 






15. Februar 1992 






"Plasmid Col El, complete genome." 






XP00208S751 






siehe das ganze Dokument 




X 


YASUEDA, H. ETAL.: "Structural and 


4,7 




functional organization of ColE2 and ColE3 






repl icons" 






MOLECULAR AND GENERAL GENETICS, 






Bd. 215, 1989, Seiten 209-16, XP002094006 




Y 


siehe Abbildung 2 


5,6 


X 


BOYD, A.C, ET AL, : "Characterization of 


4,7 




the Col El mobilization region and its 






protein products" 






MOLECULAR AND GENERAL GENETICS, 






Bd. 217, 1989, Seiten 488-98, XP002094007 




Y 


siehe Abbildung 4 


5,6 


Y 


WO 96 34107 A (US GOVERNMENT) 


5,6 




31. Oktober 1996 






siehe Seite 36, Zeile 5 - Zeile 10 






siehe Seite 56. Zeile 16 - Zeile 18; 






Anspruche 10,13,20,21 




A 


BLUM, 6. ET AL.: "Properties of 






Escherichia coll strains of serotype 06." 






INFECTION, 






Bd. 23, Nr. 4, Juli 1995, Seiten 234-6, 






XP002085750 






siehe das ganze Dokument 
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



ationales Aktenzetchen 

PCT/EP 98/01720 



Fold I Bemerkungen zu den Anspruchen, die sich ais nicht rechorchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 1 auf Blatt 1 



GemdB Artikal I7(2)a) wurde aus foigenden GrOnden fur bestimmte Anspruehe kein Reeherehenbericht erstellt: 

1. I X I Anspruehe Nr. 

weU Sie sich auf Geganstande baziehen, zu deren Reoherehe die Behdrda nteht verpfliehtet tst. namiich 

Obwohl der Anspruch 6 sich auf ein Verfahren zur Behandlung des 
menschlichen/tierischen Korpers bezieht, wurde die Recherche durchgefiihrt und 
griindete sich auf die angefuhrten Wirkungen der Verbindung/Zusammensetzung, 

2. I I Anspruehe Nr. 

weii sie sich auf Teile der intemationalen AnmeUung baziehen, die den vorgesehriebenen Anfordemngen so wenig entspreehen. 
daB eine sinnvoHe intemationate Recherche nicht durchgefuhit werden kann, naralich 



I I Anspruehe Nr. 

weil es sich dabet um abh^ige Anspniche handelt, die nicht entspreehend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaBt sind. 



Feid It Bemerkungen bei mangelnder Einheitiichkelt der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1) 



Die intemationate Recherohenbehflrde hat festgeeteltt, dafi diese Internationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthat: 

siehe Zusatzblatt 



^ • I y I °* ^ Amnelder alle erforderiiehen zusakziichen RecherchengebOhren rechtzeiUg entriehtet hat, erstreckt sich dieser 
intemattonale Reeherehenbericht auf alle recherehierbaren AnsprQche der intemationaien Anmeldung. 

Oa fOr aile reeherehiert>aran Ansphjche die Recherche ohne einen Art)eitsaufwand durehgefOhrt werden konnte, der eine 
zusStzhehe Recherchengebuhr garechtfertigt hStte, hat die Intemationale Recherchenbehorde nicht zur Zahlung einer sdehen 
Gebuhr aufgefordeft. 

3- I I Da Anmelder rtur einige der erforderiiehen zusatziiehen Recherchengebuhren rechtzettig entriehtet hat, erstreckt sich diese 

' ' intemationale Reeherehenbericht nur auf die AnsprQche der intemationaien Anmekiung, fOr die GebQhren entriehtet worden 

sind, ndmlteh auf die Anspruehe Nr. 



I I Def Anmelder hat die erforderiiehen zusdtzlichen RecherehengebOhren nicht rechtzeitig enthchtet Oer intemationale Reeher- 
ehenbericht beschr&nkt sich daher auf die in den Anspruchen zuerst enwdhnte Erfindung; diese ist in foigenden AnsprOchen er- 



Bemerkungen hinsichUleh ernes Widerspruehs Q Die zusAtzlichen GebQhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahJl. 

I X| Die Zahlung zusdtzlieher GebQhren erfolgte ohne Widerspruch. 
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Die Internationale Recherchenbehorde hat festgestellt, daB diese 
internationale Anmeldung mehrere (Gruppen von) Erfindungen enthalt, 
naml i ch : 

1. Anspruche: 1 und 3 komplett, 5-7 partiell 

Plasmid pMUTl mit einer in Seq.ID 1 dargestel 1 ten 
DNS-Sequenz und deren Al lei variationen, Verwendung des 
Plasmids Oder der DNS-Sequenz in der mi krobiologischen 
Analytik und/oder Diagnostik, zu medizinischen und/oder 
ernahrungsphysiologischen bzw. probiotischen Zwecken, 
und/oder als Expressionsvektor. 



2. Anspruche: 2 und 4 komplett^ 5-7 partiell 

Plasmid pMUT2 mit einer in Seq.ID 2 dargestel! ten 
DNS-Sequenz und deren Al lei variationen, Verwendung des 
Plasmids oder der DMS-Sequenz in der mi krobiologischen 
Analytik und/oder Diagnostik, zu medizinischen und/oder 
ernahrungsphysiologischen bzw. probiotischen Zwecken, 
und/oder als Expressionsvektor. 



BNSOOCIO: <WO 9844t34A3_L> 
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